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Abstrakt

V kardiologii existuji rizné stavy spojené s uvolnénim volnych radikala pii
nekteré z forem hypoxie, jako je naptiklad ventilaéni hypoxie nebo porucha perfuze.
Uloha volnych radikalti p¥i hypoxii v kardiologii je kli¢ovym bodem naseho zajmu.
V prezentované praci jsme se zaméfili na hypoxii indukovanou plicni vazokonstrikci
a akutni ischémii myokardu.

Hypoxicka plicni vazokonstrikce (HPV), jako dulezity fyziologicky
mechanizmus, je regulovana zménami produkce a interakci reaktivnich forem
kysliku (ROS). Pretrvava nicméné kontroverze, je-li HPV regulovana vzestupem
nebo poklesem v produkci ROS. RovnéZ role oxidu dusnatého (NO) zlstava nejasna.
Prezentovaneé vysledky ukazuji, Ze sniZzeni koncentrace superoxidu pomoci mimetika
superoxid dismutazy tempolu vede k omezeni HPV nezavisle na produkci NO i

bazalnim tonu plicnich cév.

V experimentalnim modelu jsme dale studovali efekt tfidenniho hladovéni na
ischemickou odolnost myokardu. Akutni kaloricka restrikce je prokazatelné spojena
s omezenim produkce ROS. NaSe vysledky ukazuji, ze tfidenni hladovéni efektivné
chrani myokard vi¢i dvéma hlavnim nasledkiim akutniho ischemicko-reperfizniho
poskozeni: brani vzniku zavaznych reperfuznich komorovych arytmii a omezuje
rozsah infarktu myokardu. Tyto pifiznivé G¢inky mohou byt spojeny se zménénym
redoxnim stavem mitochondrii, zplsobenym zvySenou tvorbou ketolatek a

naslednym sniZzenim produkce ROS.

Klicova slova: Hypoxicka plicni vazokonstrikce, reaktivni formy kysliku, oxid

dusnaty, reperfuzni poSkozeni myokardu, kaloricka restrikce, ketolatky



Abstract

In cardiology, there are different conditions associated with the release of free
radicals in some forms of hypoxia, such as ventilatory hypoxia or reduced perfusion.
The role of free radicals during hypoxia in cardiology is the key point of our interest.
In presented thesis, we have focused on hypoxia-induced pulmonary vasoconstriction
and acute myocardial ischemia.

Hypoxic pulmonary vasoconstriction (HPV), an important physiological
mechanism, is regulated by changes in the production of and interactions among
reactive oxygen species (ROS). There is controversy, however, over whether HPV is
mediated by an increase or a decrease in ROS production. Also, the role of nitric
oxide (NO) in HPV remains unclear. Our results indicate that inhibition of HPV by
the superoxide dismutase mimetic tempol does not depend on either NO production
or a decrease in basal vascular tone.

The effect of three-day fasting on cardiac ischemic tolerance was investigated
in another experimental model. Short-term fasting conclusively decreases ROS
production. Three-day fasting effectively protected rat hearts against major endpoints
of acute ischemia-reperfusion injury. It prevented severe ventricular arrhythmias and
reduced the extent of myocardial infarction. These beneficial effects can be linked to
altered mitochondrial redox state resulting from increased ketogenesis and

subsequent reduction of ROS production.

Key words: Hypoxic pulmonary vasocontriction, Reactive oxygen species, Nitric

oxide, Myocardial reperfusion injury, Caloric restriction, Ketone bodies



1 Uvod

V kardiologii existuji riizné stavy spojené s uvolnénim volnych radikalt pti nékteré
z forem hypoxie, jako je napiiklad ventilatni hypoxie nebo porucha perfaze.
V prezentované praci jsme se zaméfili na hypoxii indukovanou plicni vazokonstrikci a

predevsim na reperfazni poSkozeni myokardu s ohledem na zmény redoxniho stavu.

1.1 Plicni cirkulace a hypoxicka plicni vazokonstrikce

Zatimco kazdy ze systémovych orgdnt piijima vétsi nebo mensi ¢ast srdecniho
vydeje, plicemi protéka srdecni vydej cely. Jednim z nejvyznamnéjSich rozdilti mezi
malym a velkym ob&hem je vyrazné niz$i krevni tlak a hemodynamicky odpor v malém
ob¢hu. Tato skutecnost souvisi s minimalnim bazalnim tonem hladkého svalu plicnich
cév. Hlavnim zpusobem regulace plicniho ob&hu je vazokonstrikce, kterd neni vyvolana
nervovym systémem, nybrz lokalnim piisobenim hypoxie. Tato hypoxicka plicni
vazokonstrikce (HPV), jejiz velikost zavisi na stupni hypoxie, kter4 nastupuje velmi
rychle a je snadno reverzibilni po reoxygenaci, je jednou z hlavnich vlastnosti
odliSujicich plicni cévy od cév systémovych (Hampl V., 1997).

1.1.1 Reaktivni formy kysliku a redoxni potencial pri HPV

V bunkach existuje cela fada biomolekul soucasn¢ v oxidované a redukované
formé (napi. NADP/NADPH nebo glutathion). Archer a Weir navrhli hypotézu, podle
niz je HPV disledkem toho, Ze hypoxie posune pomér oxidovanych forem ku
redukovanym ve prospéch forem redukovanych. Tato zména tzv. redoxniho potencialu
ma schopnost regulovat fadu bunécénych déju, které mohou vyustit ve vazokonstrikci
(Archer S.L. et al., 1986). Zména redoxniho stavu muze byt zprostiedkovana zménou
mnozstvi kyslikovych radikalt. Je dokonce mozné, Ze za nizky tonus plicnich cév v
normoxii je zodpovédné dilatacni pusobeni trvale produkovanych reaktivnich forem
kysliku (ROS). Pfi nedostatku kysliku pak nemohou byt tyto radikaly v dostate¢ném
mnozstvi tvofeny, coz zpisobi vazokonstrikci. Tuto hypotézu podporuje reverzibilni
pokles produkce superoxidového radikalu v plicich pti akutni hypoxii, Gtlum plicni
cévni reaktivity plisobenim exogennich radikal a naopak zvyseni plicniho cévniho tonu
a reaktivity po odstranéni superoxidového radikalu dismutdzou superoxidu ¢i odstranéni

peroxidu vodiku katalazou. Proti hypotéze o kyslikovych radikalech a zménéném



oxidoredukénim stavu buniky stoji nalezy oslabeni HPV nékterymi antioxidanty a
kontrakce myocytii plicnich cév vySsimi davkami ROS. Pfesto je tato piedstava

piijimanou pracovni hypotézou mechanizmu HPV (Weir E.K. a Archer S.L., 1995).

Akutni ventilacni hypoxie muze zpisobovat zmény v produkci superoxidu
ovlivnénim mitochondridlniho elektronového transportniho fetézce nebo ovlivnénim
aktivity NADPH oxidazy (Liu J.Q. et al., 2006, Marshall C. et al., 1996). Podani
superoxid dismutazy (SOD) nebo vysoce nespecifického blokatoru NADPH
oxidazy difenyleniodonia (DPI) oslabilo HPV (Liu J.Q. et al., 2003, Thompson J.S. et
al., 1998). Ventila¢ni hypoxie stimuluje produkci NO a inhibice syntézy NO potencuje
HPV, piehledové sdéleni viz. (Hampl V. a Herget J., 2000). Superoxid reakci s NO
vytvaii peroxynitrit, ktery ma také vazokonstrik¢ni ucinky na plicni tepny (Belik J. et
al., 2004). Tato reakce je témét 10x rychlej$i nez odstranéni superoxidu pomoci
superoxid dismutazy. V dusledku tak ma superoxid piimy efekt na koncentraci NO.
Odstranéni (scavenging) superoxidu brani tvorbé peroxynitritu a muze vést k posileni
aktivity NO s naslednou inhibici HPV. Na druhou stranu, scavenging superoxidu miize

pusobit na HPV piimo snizenim koncentrace reaktivnich forem kysliku.

1.2 Akutni koronarni syndrom

Mezi akutnimi klinické projevy ischemické choroby srde¢ni (ICHS) patii
nestabilni angina pectoris (NAP) a akutni infarkt myokardu (IM), které souhrnné

oznacujeme terminem akutni koronarni syndrom (AKS) (Aschermann M. et al., 2004).

1.2.1 Reperfuzni poskozeni myokardu

Pti akutnim infarktu myokardu je Casna reperfuzni 1écba jedinou efektivni
strategii vedouci k omezeni rozsahu infarktu, jez zaroven zlepsuje klinické dopady pro
pacienty. Obnoveni toku krve do ischemického myokardu miize nicméné zpusobit
reperfuzni poSkozeni, které oslabuje pfiznivé G¢inky vlastni reperfaze (Yellon D.M. a
Hausenloy D.J., 2007). Je zfejmé, Ze v patogenezi myokardialniho poSkozeni, zejména
v reperfuzi, hraji roli reaktivni formy kysliku. Je dokumentovéano, ze ROS pftispivaji ke
vzniku reperfiznich arytmii a Ze antioxidanty vyznamné omezuji jejich vyskyt a
zavaznost, viz. prehledové prace (Li C. a Jackson R.M., 2002, Zweier J.L. a Talukder

M.A., 2006). Ackoli Cetné experimentalni studie demonstrovaly priznivy efekt snizené



produkce ROS na vyskyt ischemickych arytmii a rozsahu infarktového loZiska, jiné
prace prokazaly zadny nebo maly protektivni efekt (Imani A. et al., 2011, Miura T. et
al., 1988, Neckar J. et al., 2008).

Bylo prokazano, ze redoxni stav buiky koreluje s produkci ROS (Aon M.A. et
al., 2010, Stowe D.F. a Camara A.K., 2009, Wolin M.S., 2009). Tvorba ROS a
nasledné oxidacni poSkozeni muze byt redukovano riiznymi rezimy dlouhodobé
kalorické (dietni) restrikce se snizenim piijmu energie (Bevilacqua L. et al., 2004,
Colom B. et al.,, 2007, Gredilla R. et al., 2001) nebo intermitentnim hladovénim
(Johnson J.B. et al., 2007, Wan R. et al., 2003). Kalorické restrikce souvisi s konceptem
tzv. reduktivniho stresu. Za normoxickych podminek mitochondrie funguji ve
fyziologickém vyrovnaném redoxnim stavu (Aon M.A. et al., 2010). Redoxni pary
zahrnuji relativné oxidovany par NAD+/NADH a relativné redukované pary
NADP+/NADPH a GSSG/GSH. Chemické reduktivni procesy tvorici reaktivni formy
kysliku (hlavné superoxid a peroxid vodiku) jsou podporovany primarné¢ redukovanymi
pyridinovymi nukleotidy, jako je NADH nebo NADPH (Shen D. et al., 2005). Pii
zvySené koncentraci redukovanych koenzymu tedy muze dochazet k vysSSi produkci
ROS. Posun k redukovanému stavu v mitochondridlnim kompartmentu se projevi
zménou poméru betahydroxybutyrat / acetoacetat (Williamson D.H. et al., 1967).
Betahydroxybutyrat (3-hydroxybutyrat, BHB) a acetoacetat (AcAc) predstavuji dvé
hlavni ketolatky (Mitchell G.A. et al., 1995). Hladovéni laboratornich zvifat zvysuje
ketogenezu (Mitchell G.A. et al., 1995), ktera mize zmeénit redoxni stav bunky a
produkci ROS spotiebovanim redukovanych nukleotidii. Zatimco kardioprotektivni
efekt riznych rezimt dlouhodobé kalorické restrikce byl dobie zdokumentovan (Ahmet
I. et al.,, 2005, Chandrasekar B. et al., 2001, Varady K.A. et al., 2009), dopad
kratkodobého hladovéni (dny pfed ischemickym inzultem) na odolnost myokardu viici
akutnimu ischemicko-reperfaznimu poskozeni nebyl pfedmétem vétsiho vyzkumného
zajmu.

Rozhodujicim ¢initelem reperfuzniho poskozeni a dilezitym cilem pro moznou
kardioprotekci je mitochondridlni PTP (mitochondrial permeability transition pore,
MPTP), neselektivni kanal na wvnitfni mitochondridlni membrané. Pii ischémii
myokardu ztistavd mitochondridlni PTP uzavieny a otevira se v prvnich minutach
reperfuze myokardu v dasledku nadbytku mitochondrialni koncentrace Ca*,
oxidativniho stresu, obnoveni fyziologického pH a poklesem ATP. (Hausenloy D.J. a
Yellon D.M., 2003).



2 Hypotézy a cile prace

Cilem experimentt bylo prozkoumat na modelu izolovanych perfundovanych plic
potkana, zda-li je hypoxicka plicni vazokonstrikce modulovana piedevsim produkci
superoxidu, nezavisle na produkci oxidu dusnatého, nebo interakci superoxidu a NO.
Zamg¢iili jsme se také na vliv bazélniho tonu plicnich cév na HPV.

V druhé studii jsme na modelu infarktu myokardu in vivo u potkana testovali
hypotézu, Ze kratkodobé hladovéni ma kardioprotektivni efekt. Zkoumali jsme jeho vliv
na rozsah infarktového loZiska a vyskyt komorovych arytmii navozenych epizodou
regionalni ischémie myokardu s naslednou reperfiizi. Cilem bylo také stanovit pfipadné
zmény redoxniho stavu Vv srde¢ni tkani pomoci poméru betahydroxybutyrat / acetoacetat

(BHB/ACAC) odrazZejiciho redoxni stav mitochondrii.

3 Reaktivni formy kysliku a dusiku p¥i HPV
3.1 Metody

Experimenty byly provedeny na dospélych samcich potkana kmene Wistar. Pro

studium hypoxické plicni hypertenze jsme pouZzili model izolovanych plic.
3.1.1 Model izolovanych plic

Preparat izolovanych plic, perfundovanych fyziologickym roztokem, byl
piipraven podle diive publikované metodiky (Hampl V. et al., 1993, Hampl V. a Herget
J., 1990, Herget J. et al., 1987). Potkani byli anestezovani intraperitonealni injekci
thiopentalu sodného (40 mg/kg télesné hmotnosti) a ventilovani vzduchem pomoci
endotrachealni kanyly (50 dechii/min; vrcholovy inspiraéni tlak 10 cm H,0, pozitivni
endexspiracni tlak 2 cm H,0). Poté byl otevien hrudnik a byla provedena kanylace
plicnice a levé srdecni siné. Plice byly pomoci peristaltické pumpy perfundovany
fyziologickym roztokem s albuminem (4 g/100ml) (Herget J. a McMurtry L.F., 1985) a
meklofenamatem (1,7 x 10-5 M) konstantnim pratokem (4 ml/min/100g). Za ventilace
normoxickou smési (21% O, + 5% CO, + 74% N;) byl blok srdce-plice vyjmut
Z hrudniku a zavéSen do vyhtivané (38 °C) a zvlh¢ované komurky. Vytokova kanyla

z levé srde¢ni sin¢ byla do perflzniho okruhu pfipojena pies rezervoar perfuzatu poté,



€O V ném jiz nebyla piimés krve. Vytokovy tlak byl nastaven na — 2 mm Hg. Plicni
perfuzni tlak byl méfen pomoci prevodniku piipojeného ke vtokové kanyle (PowerLab,
AD Instruments). Vzhledem Kk perfiznimu reZimu o konstantnim pratoku

korespondovaly naméfené hodnoty perfuzniho tlaku s plicni vaskularni rezistenci.

3.1.2 Experimentalni protokol

3.1.2.1 Experiment A — Efekt reaktivnich forem kysliku a oxidu dusnatého na
inhibici hypoxické plicni vazokonstrikce

Izolované plice byly nejprve stabilizovany po dobu 15 minut, poté byla
testovana cévni reaktivita na podani angiotenzinu Il (ATH) (0,2 pg) a na akutni
ventilaéni hypoxii (ventilaéni smés 0% O, + 5% CO, + 95% N). Poté byl do perfuzatu
pfidan intracelularné¢ pisobici mimetikum superoxid dismutadzy tempol (4-hydroxyl-
2,2,6,6-tetramethylpiperidine-N-oxyl) v davce 05 mg/ml perfuzatu.. V druhé
experimentalni skupiné (skupina L-NAME, n = 6) byla inhibovana produkce NO
pridanim neselektivniho blokatoru véech NO syntaz (L-NAME 5x10° M) do perfuzétu
na zacatku pokusu. Porovnavali jsme zmény perfuzniho tlaku zptisobené druhym a

¢tvrtym cyklem ATII — hypoxie (Obr. 1).

Obrazek 1. Protokol experimentu A - Vliv reaktivnich forem kysliku a oxidu

dusnatého na hypoxickou plicni vazokonstrikci

kontroly

tempol

l ATIl +

hypoxie

ATIl +

hypoxie

.
.

L-NAME tempol

l ATIl +

hypoxie

l ATIl +

hypoxie

Hypoxie = 6 min ventilace smési 0% O, + 5% CO, + 95% N
ATII = bolusové podani angiotenzinu 11 (0,2 Q)
Porovnavali jsme 2. a 4. odpoved’ na podani ATII a vetilacni hypoxii (Seda pole)



3.1.2.2 Experiment B — Efekt zvySeni bazalniho cévniho tonu na inhibici HPV
navozenou tempolem

Vzhledem k tomu, Ze vazokonstrikéni odpovéd’ plicnich cév na akutni ventila¢ni
hypoxii je zavisla nejen na piedchozi stimulaci, ale i na jejich bazalnim tonu (Fishman
A.P., 1976, McMurtry L.F., 1984), rozhodli jsme se prozkoumat, zda-li je tempolem
navozena inhibice HPV také zavisla na bazalnim tonu plicnich cév. Za ucelem zvySeni
bazalniho tonu cév v perfundovanych plicich jsme navodili depolarizaci hladkého svalu
zvySenim koncentrace drasliku v perfuzatu o 15 mmol/I (vysledna koncentrace K* byla
19,7 mmol/l). Po patnactiminutové ekvilibraci byly izolované plice vystaveny dvéma
postupnym epizodam akutni ventilaéni hypoxie, poté stimulovany injekci ATII
nasledované dvéma dal§imi epizodami ventila¢ni hypoxie. Na pocatku pokusu jsme u
skupin K + Tempol (n = 5) a K" (n = 5) ptidali KCI do perfuzatu, abychom zvysili
koncentraci K* o 15 mmol/l. Poté jsme u skupiny Tempol (n=5) a K* + Tempol (n=5)
do perfuzétu ptidali tempol v davce 0,5 mg/ml perfuzatu a zopakovali jsme dalsi dvé
epizody akutni ventilaéni hypoxie. Mezi skupinami jsme porovnavali zmény perfuzniho

tlaku zptuisobené 2., 4. a 6. epizodou akutni ventila¢ni hypoxie (Obr. 2).

Obrézek 2. Experimentélni protokol experimentu B - Efekt zvySeni bazélniho

cévniho tonu na inhibici HPV navozenou tempolem

K* + tempol
KCI tempol
K+
KCI
tempol
tempol

Hypoxie = 6 min ventilace smési 0% O, + 5% CO, + 95% N,
ATII = bolusové podani angiotenzinu 11 (0,2 1qg)
K™ = zvy3eni koncentrace K™ v perfuzatu o 15 mmol/I

Porovnavali jsme 2., 4. a 6. odpovéd na vetilacni hypoxii (Seda pole)
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3.1.3 Statisticka analyza

Vsechny vysledky jsou vyjadieny jako primérné hodnoty + S.E.M. Statisticka
vyznamnost rozdili mezi skupinami byla urfena pomoci parového testu respektive
jednocestné analyzy variance (one-way ANOVA) a Fisherova PLSD post hoc testu.

Rozdily byly povaZzovany za statisticky vyznamné pii hodnoté p < 0,05.

3.2 Vysledky
3.2.1 Experiment A

V kontrolni skupin¢ i ve skupiné L-NAME byla po podani tempolu patrna
signifikantni inhibice vazokonstrikénich odpovédi jak na ATII, tak na akutni ventilacni
hypoxii. Ventilacni hypoxii navozend vazokonstrikce byla po podani tempolu u
kontrolnich zvitat niz§i o 89% a ve skupiné L-NAME dosSlo k 100% potlaceni
vazokonstrikéni reakce. Nebyl rozdil v tempolem navozené inhibici vazokonstrikéni
odpovédi na akutni ventilaéni hypoxii mezi kontrolni skupinou a skupinou, v které byl
podan L-NAME (kontroly + tempol vs. L-NAME + tempol). Podle téchto vysledka neni

tempolem navozena inhibice HPV zavisla na produkci NO (Obr. 3, 4).

Obrazek 3. Utinek tempolu a L-NAME na vazokonstrikci navozenou

angiotenzinem 11

AP
(mmHg) _*
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+ tempol + tempol



Graf zobrazuje rozdily ve vazokonstrikéni odpovédi na angiotenzin Il pred (plné
sloupce) a po (Srafované sloupce) podani tempolu.

Podani tempolu vyznamné omezilo vazokonstrikci navozenou angiotenzinem |l U
kontrolni skupiny i u skupiny L-NAME. Po podani tempolu nebyl mezi témito skupinami
vyznamny rozdil. AP vyjadriuje zménu cévniho tonu navozenou podanim angiotenzinu II;
* p<0,005. Sloupce zobrazuji kontrolni skupinu a skupinu L-NAME pred (2. cyklus
ATII - hypoxie) a po (4. cyklus ATII — hypoxie) podani tempolu.

Obrézek 4. Utinek tempolu a L-NAME na hypoxickou plicni vazokonstrikci

AP (mmHgQ)

O P N W hM 01 OO N 00 ©

V77777
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Graf zobrazuje rozdily ve vazokonstrikcni odpovedi na ventilacni hypoxii pred (plné
sloupce) a po (Srafované sloupce) podani tempolu.

Podani tempolu vyznamné omezilo hypoxickou plicni vazokonstrikci u kontrolni skupiny
i u skupiny L-NAME. Stejné jako po podani angiotenzinu I, ani v pripadé HPV nebyl po
podani tempolu mezi témito skupinami vyznamny rozdil. AP vyjadiuje zménu cévniho
tonu navozenou akutni ventilacni hypoxii; * p<0,005. Sloupce zobrazuji kontrolni
skupinu a skupinu L-NAME pred (2. cyklus ATII — hypoxie) a po (4. cyklus ATII —
hypoxie) podani tempolu.

3.2.2 Experiment B

Pfidani KC1 do perfuzatu a nasledny vzestup koncentrace K* ve skupiné K* +
tempol a ve skupiné K* puisobilo zvySeni bazalniho tonu plicnich cév (skupina K* +
tempol: z 9,8 + 0,8 mm Hg na 12,5 + 1,6 mm Hg, p = 0,024; skupina K*: 2 10,5 + 0,6
mm Hg na 13,5 + 1,1 mm Hg, p = 0,008). Nebyl rozdil v hodnoté zvyseného perfuzniho
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tlaku mezi uvedenymi skupinami. Vazokonstrikéni odpovédi na akutni ventilacni
hypoxii byly vyssi, pokud byla koncentrace K* v perfuzatu zvy$ena. Pozorovali jsme
signifikantné vyssi (p < 0,05) miru HPV ve skupiné K + tempol a skupiné K nez ve
skupiné tempol. Pti pohledu na odpovédi na ventilaéni hypoxii po podani ATII jsme
nepozorovali vyznamny rozdil mezi skupinami. Podani tempolu (skupina K* + tempol a
skupina tempol) signifikantné¢ omezilo hypoxickou plicni vazokonstrikci jak ve skupiné
s vy38i koncentraci K* (snizeni HPV o0 96%) tak ve skupiné s normalni koncentraci K*
(snizeni HPV o 68%), vazokonstrikéni odpovédi se mezi témito skupinami neliSily. Na
rozdil od toho, intenzita HPV ve skupiné K* bez pfidani tempolu byla konstantni, to
svéd¢i pro viabilitu preparatu izolovanych plic v pribéhu trvani experimentu (Obr. 5).
Konecné, nebyl rozdil mezi 5. a 6. epizodou ventilatni hypoxie (tedy po podani
tempolu) mezi skupinami (skupina K* + tempol: 0,2 + 0,0 mm Hg vs. 0,1 + 0,0 mm Hg,
p = 0,14; skupina K*: 2,8 + 0,5 mm Hg vs. 2,7 + 0,4 mm Hg, p = 0,24; skupina tempol:
0,8 £ 0,2 mm Hg vs. 0,8 £ 0,1 mm Hg, p = 0,83).

Obréazek 5. Efekt koncentrace K* na inhibici HPV navozenou tempolem

AP (mmHQ)

6': % % K" + tempol
5 * . K*
. tempol

hypoxie 2 hypoxie 4 hypoxie 6

Graf zobrazuje vzestup perfuzniho tlaku navozeny akutni ventilacni hypoxii (AP);
* p<0,05.



3.3 Diskuze

Hlavni zjisténi provedené studie jsou:

1. Produkce superoxidu hraje roli vregulaci HPV. Pfeména superoxidu Vv peroxid
vodiku zplisobend podanim tempolu, mimetika superoxid dismutdzy, signifikantné
oslabuje vazokonstrik¢ni odpovéd’ plicnich cév na akutni ventila¢ni hypoxii v modelu

izolovanych perfundovanych plic potkana.

2. Utinek dismutace superoxidu na HPV je spojen piimo s poklesem koncentrace
superoxidu nebo se vzestupem produkce peroxidu vodiku, neni zplisoben relativni

nadprodukci NO.

3. Oslabeni HPV po podéani tempolu je nezavislé na bazalnim tonu plicnich cév.

Ackoli existuje znatné mnozstvi dikazi, ze ROS hraji dilezitou roli v regulaci
tonu plicnich cév béhem akutni a chronické ventilacni hypoxie, piesny mechanizmus
zustava nejasny. Kromé kontroverze, zda-li je zdrojem ROS mitochondrialni
elektronovy transportni fetézec (Waypa G.B. et al., 2001) nebo NADH oxidaza (Gupte
S.A. et al., 2005), pfetrvavaji debaty ohledn¢ charakteru zmén koncentrace ROS béhem
hypoxie.

Jedna skupina pozorovateli ma nazor, Ze HPV je vyvolana nahlym poklesem
produkce ROS. Redoxni teorie HPV, formulovand Weirem a Archerem (Archer S.L. et
al., 1986), je zalozena na predpokladu kontinualni produkce ROS béhem normoxie.
Autofi pozorovali rychlou inhibici produkce ROS jak v izolovanych perfundovanych
plicich, tak i vizolované plicni tepné béhem akutni hypoxie. V tomto navrhovaném
mechanizmu je elektronovy transportni fetézec ovlivnény hypoxii a produkce ROS
klesd. Redukce nebo oxidace cysteinovych a metioninovych skupin redoxnimi
mediatory (jako napf. ROS) miize vést ke konforma¢nim zménam Ky kanalt. Tato
inhibice Ky kanalii vede k depolarizaci membrany a vede k influxu Ca** cestou L-typu
Ca’* kanalti (Moudgil R. et al., 2005). Podle této teorie existuje urdita fyziologické role
kontinualni produkce ROS. Superoxid je béhem normoxie tvofen ve velmi malych
koncentracich a antioxidacni enzymy jako superoxid dismutaza pfeménuji superoxid
v peroxid vodiku, ktery je nasledné¢ katalazou transformovan v H,O a O,. Tento

mechanismus slouZi jak pro bunéénou ochranu proti potencialné $kodlivym ucinkiim
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superoxidu tak i pro kontinualni regulativni produkci H,O,. Pokles koncentrace H,0,
poté vede k rozvoji HPV. Ackoli Wolinova skupina véfi, ze relevantnim zdrojem ROS
je misto mitochondrialniho elektronového transportniho fetézce NADH oxidaza, i tito

autofi zjistili, ze pokles produkce H,O, vyvola HPV (Gupte S.A. et al., 2005).

Naproti tomu, Liu et al. méfili produkci ROS s vyuzitim fluorescence
dichlorofluoresceinu, chemiluminiscence lucigeninu (lucigenin-derived
chemiluminescence, LDCL) a elektronové paramagnetické rezonance (electron
paramagnetic resonance, EPR) v malych distalnich praseCich plicnich tepnach. Pfi
téchto experimentech dokumentovali zvy$enou produkci ROS béhem hypoxie (Liu J.Q.
et al.,, 2003). Ke stejnému zavéru dosla Schumackerova skupina, popisujici také
zvysenou produkci ROS vyvolanou akutni hypoxii (Waypa G.B. et al., 2001, Waypa
G.B. a Schumacker P.T., 2005).

V nasi studii jsme ke sniZeni koncentrace superoxidu pouzili tempol. Tempol
pronika biologickou membranou a ucinkuje intracelularné (Thiemermann C., 2003).
Bylo publikovano, Ze protektivni efekt tempolu je dan jeho schopnosti odstranovat
(scavenge) superoxid a hydroxylové radikaly (Sainz J. et al., 2005, Thiemermann C.,
2003). V aktivovanych neutrofilech tempol nesnizil produkci H,O,, jeho protektivni
efekt nemuze byt spojen s katalaze podobnou aktivitou (Hahn S.M. et al., 1997).
Vzhledem k nasemu pozorovani, Ze tempol inhibuje HPV, ptedpokladame, ze superoxid
je v piitomnosti tempolu redukovan na H,O;. V dusledku toho je pii hypoxii mensi
pokles intracelularni koncentrace peroxidu vodiku. S ohledem na teorii, Ze HPV je
vyvolana nahlym poklesem v koncentraci H,O,, muze toto byt jednim z moZnych
vysvétleni tempolem indukované inhibice HPV. Alternativni vysvétleni, vyplyvajici z
moznosti, Ze intracelularni zvySeni ROS je atributem HPV, se nicméné zda byt vice
pravdépodobné. V pifipadé¢ tempolem navozené dismutace superoxidu muze byt
nadbytek H,0O, metabolizovan katalazou a inhibice HPV pak rezultuje z nedostate¢ného
zvySeni koncentrace ROS. Zda byt pravdépodobné, Ze superoxid sam je vzhledem
k vysoké reaktivité v mitochondriich rychle konvertovan ve vyrazné stabilngjsi
molekulu peroxidu vodiku (Burke T.M. a Wolin M.S., 1987, Moudgil R. et al., 2005).
Jinym moznym mediatorem HPV muze byt hydroxylovy radikal tvofeny pii Fentonové
reakci. ZvySeny perfazni tlak byl pozorovan v piitomnosti hydroxylového radikalu a
jeho efekt byl nasledné inhibovan dimethylthioureou (scavenger hydroxylového

radikalu) (Tate R.M. et al., 1982). Ptesna uloha hydroxylového radikalu v regulaci HPV
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Superoxid kromé pfemény na H,0O,, zptisobené superoxid dismutazou, vytvaii
spolu s NO rychlou reakci peroxynitrit. Ackoli neni piesna role NO béhem HPV zcela
jasna, mnozi autofi pozorovali, Ze blokatory NO syntaz jako L-NMMA nebo L-NAME
signifikantné potencuji vazokonstrikéni odpovédi na ventilatni hypoxii v modelu
izolovanych perfundovanych plic potkana (Archer S.L. et al., 1989, Barer G. et al.,
1993, Hampl V. a Herget J., 2000). Odstranéni superoxidu pomoci SOD nebo tempolu
brani tvorbé peroxynitritu z NO, to nasledné piispiva k vy3Si koncentraci dostupného
NO. Beckman et al. navrhuji, Ze pfinejmensim ¢&ast protektivnino efektu
superoxiddismutazy muze byt zptisobena snizenym rozkladem NO (Beckman J.S. et al.,
1990). Podobné Lilley et al. soudi, ze role antioxidantii (jako je SOD, kyselina
askorbova nebo redukovany glutathion) spociva v protekci NO vuéi superoxidu (Lilley
E. a Gibson A., 1996). Vzhledem k naSemu zjis$téni, Ze tempol potlacil vazokonstrik¢ni
reakce stejnou mérou s podanim i bez podani L-NAME, jeho inhibice HPV ziejmé

nebude zpusobena zvySenou koncentraci NO.

V mechanizmu HPV jsou jako mozné efektory popsany Kv kanaly (Reeve H.L.
et al.,, 2001). Neékteré z Kv kanali jsou senzitivni na zmény oxido-redukéniho
potencidlu. Pokles koncentrace superoxidu nebo H,0O, bé&hem hypoxie zpusobi
konformaéni zmény téchto kanalti redukci nebo oxidaci cysteinovych a methioninovych
skupin (Rettig J. et al., 1994). Vysledné omezeni toku K* vede k depolarizaci
membrény a influxu Ca®* pres L-typ Ca’* kanali a nasledn& ke kontrakci myocytd
(Moudgil R. et al., 2005). V izolovanych plicich potkana vede zvy3eni koncentrace K*
v perfuzatu k depolarizaci hladkého svalu v cévach a nasledné ke zvySeni bazalniho
tonu plicnich cév s potenciaci vazokonstrikénich odpovédi na akutni ventilaéni hypoxii.
Pii zvy$ovani koncentrace K* v perfuzatu nas zajimalo, zda-li tim lze ptedejit inhibici
HPV zptisobené tempolem. Ac¢koli zvyseni koncentrace K* signifikantné zesililo HPV,
tempol témét kompletné vazokonstrikéni odpovéd’ potlacil. Pfi podéani tempolu nebyla
odpovéd’ na hypoxii zavislA na koncentraci K' v perfuzatu. To koresponduje
S ptedstavou, Ze pii vzniku hypoxické plicni vazokonstrikce jsou krucidlni zmény

v koncentraci ROS.

Prezentovane vysledky demonstruji, Ze snizeni koncentrace superoxidu pomoci
tempolu vede k omezeni HPV a ze tento efekt neni zpuisobeny primarné oxidem

dusnatym, chranénym pted reakci se superoxidem.

12



4 Vliv redoxniho stavu na ischemickou odolnost myokardu

4.1 Metody
Dospéli potkani kmene Wistar byli rozdéleni do dvou skupin. Zvirata v

experimentalni skupiné néméla po dobu 3 dnu piistup k potravé, ale méla volny piistup
k pitné vodé. Doba trvani hladovéni byla stanovena arbitrarné. Potkani v kontrolni

skupiné méli volny pfistup k pitné vod¢ i standardni laboratorni potrave.

4.1.1 Stanoveni produkti peroxidace lipidd

Radikalové poskozeni zahrnuje peroxidaci lipidi bunéénych membran, ktera
muze byt detekovana stanovenim jejich konecnych fluorescentnich produkti, tzv.
lipofilnich fluorescen¢nich pigmentt, LFP (Skoumalova A. et al., 2008, Wilhelm J. a
Herget J., 1999). U anestezovanych potkanti (pentobarbital sodny, Sanofi, Francie; 60
mg/kg télesné hmotnosti, intraperitonedln¢€) byl otevien hrudnik, poté jsme vyjmuli
srdce, odstranili srdecni sin€ a volnou sténu pravé komory srde¢ni. Leva komora srde¢ni
byla zmraZzena a pouZita pro dalSi analyzy. Koncentrace LFP byla stanovena podle
zavedené metodiky (Goldstein B.D. a McDonagh E.M., 1976). Koncentrace LFP byla

vyjadiena v relativnich fluorescenc¢nich jednotkach na mg srde¢ni tkané (RFU/mg).

4.1.2 Vyvolani infarktu u pokusnych zvirat

Pro studium reperfizniho poSkozeni myokardu jsme pouzili model infarktu
myokardu in vivo. Zvifata byla anestezovana pomoci pentobarbitalu sodného (Sanofi,
Francie; 60 mg/kg télesné hmotnosti, intraperitonealng). Zvitata byla uméle ventilovana
pokojovym vzduchem o frekvenci 65-70 dechi/min (dechovy objem 1,2 ml/100 g
télesné hmotnosti). Kontinualné byl pofizovan jednosvodovy EKG zaznam a invazivné
méfen krevni tlak. Provedenim levostranné torakotomie a perikardektomie jsme
oziejmili prubéh piedni sestupné vétve levé koronarni artérie (RIA, LAD). Regionalni
ischémie myokardu trvajici 20 minut byla navozena pomoci ligatury, umisténé cca 1-2
mm distalné od odstupu RIA. Po 20 minutach trvani ischémie byla ligatura povolena a

poté nésledovala reperfuzni faze.

4.1.3 Analyza arytmii

Vyskyt a zdvaznost komorovych arytmii v pribchu ischémie a na pocatku

reperfuze byly analyzovany v souladu s Lambethskou konvenci (Walker M.J. et al.,
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1988). Pro tucely této studie jsme hodnotili vyskyt pfedcasnych komorovych staht
(premature ventricular complexes, PVCs) a dobu trvani komorové tachykardie

(ventricular tachycardia, VT)

4.1.4 Stanoveni velikosti infarktu

Po 3 hodinach reperfaze byla srdce vyjmuta z hrudniku. Stanoveni ohroZené
oblasti myokardu a rozsahu infarktového lozZiska bylo provedeno v souladu s diive
publikovanou metodikou (Neckar J. et al., 2002) barvenim manganistanem draselnym
(Lachema, Ceska republika) a 2,3,5-triphenyltetrazolium chloridem (Sigma, USA)
rozpusténym v 0,1 mol / 1 fosfatovém pufru (pH 7,4). Velikost infarktoveho loZiska
(infarct size, 1S), rozsah ohroZzené oblasti myokardu (area at risk, AR) a velikost levé
komory (left ventricle, LV) byly kvantifikovany planimetricky. Velikost infarktového
loziska byla standardné vztaZzena k rozsahu ohroZené oblasti myokardu (IS/AR) a

ohroZena oblast myokardu byla vztaZzena k velikosti levé komory srde¢ni (AR/LV).

4.1.5 Stanoveni redoxniho stavu

V separatnich skupinach operovanych zvitat byla vyjmuta srdce bud’ pied a nebo
po 20 minutové fazi regionalni ischémie myokardu. K pfiiblizné 1,5 g zmrazené a
rozdrcené srde¢ni tkané byl pfidan stejny objem 7% kyseliny chlorist¢ (HCIO4) a po
homogenizaci a 10 minutach precipitace proteind byla tato smés centrifugovana (6 000
RPM, 30 min). Vznikly supernatant byl poté odebréan a neutralizovan pomoci uhli¢itanu
draseln¢ho (K2CO3). Po dalsich 20 minutach byl vzorek opét 15 minut centrifugovan a
byl odebran homogenizovany supernatant. Ten byl nasledné¢ rozdélen na tfi alikvoty,
kazdy o hmotnosti cca 0,5 g, které byly pouzity pro vlastni biochemické
analyzy. Stanoveni koncentrace betahydroxybutyratu (BHB) a acetoacetatu (AcAc) bylo
provedeno podle diive publikované metodiky (Mintz S. a Robin E.D., 1971).

4.1.6 Statisticka analyza

Vsechny vysledky jsou vyjadieny jako primérné hodnoty + S.E.M. Statisticka
vyznamnost rozdilli mezi skupinami byla ur¢ena pomoci jednocestné analyzy variance
(one-way ANOVA), Fisherova PLSD post hoc testu a Games/Howellova post hoc testu.

Rozdily byly povaZzovany za statisticky vyznamné pii hodnoté p < 0,05.

14



4.2 Vysledky
4.2.1 Lipofilni fluorescenéni pigmenty

Koncentrace fluoroforu 350/440 (excitace / emise, nm) lipofilnich
fluorescenénich pigmenti (LFP) v srde¢ni tkani tfi dny hladovéjicich potkani byla
signifikantné snizena ve srovnani s kontrolni skupinou. Snizena koncentrace LFP sv&d¢i

pro mensi produkci volnych kyslikovych radikali po akutnim hladovéni (Obr. 6).
Obrazek 6. Koncentrace lipofilnich fluorescené¢nich pigmentu

3.5 A

2.5 A

LFP [RFU/mg]

0.5 4

kontroly hladovéni

Koncentrace LFP (vyjadrena v relativnich fluorescencnich jednotkach RFU na mg
srdecni tkane) v srdcich kontrolnich a hladovéjicich potkanii. Hodnoty jsou vyjadreny
jako prumeér £ S.E.M., * p < 0.005.

4.2.2 Arytmie v ischémii a reperfuazi, velikost infarktu

Po tfidennim hladovéni byl patrny trend ke snizeni vyskytu ischemickych
komorovych arytmii, jak dokumentuje celkovy pocet piedCasnych komorovych stahi
(Obr. 7A) a k omezeni délky trvani komorovych tachykardii o 40-50% (Obr. 7B), ale
rozdily mezi experimentélni a kontrolni skupinou nedosahly statistické vyznamnosti.
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Obrézek 7. Ischemické komorové arytmie
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(A) Celkovy pocet predcasnych komorovych stahii (PVCs) a (B) celkova doba trvani
komorovych tachykardii (VID) béhem 20 minutové epizody regiondlni ischémie
myokardu u kontrolnich a hladovéjicich potkanii. Hodnoty vyjadreny jako prumeér +
S.E.M. z 12 hladovejicich a 11 kontrolnich zvirat.

Ttidenni hladovéni bylo vSak spojeno se statisticky signifikantné nizSim
vyskytem arytmii v Casné reperfuzni fazi, doSlo k poklesu poctu predcasnych

komorovych stahi i délky trvani komorovych tachykardii (Obr. 8A,B).

Obrézek 8. Reperfuzni komorové arytmie
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(A) Celkovy pocet predcasnych komorovych stahi (PVCs) a (B) celkovd doba trvani
komorovych tachykardii (VID) béhem prvnich tii minut reperfuze u kontrolnich a
hladovéjicich potkanii. Hodnoty vyjadieny jako primer = S.E.M. z 12 hladovéjicich a 11
kontrolnich zvirat. * P < 0.05.
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Oblast myokardu ohroZzena vznikem infarktu myokardu (area at risk, AR)
normalizovand na velikost levé komory srdecni (left ventricle, LV) se vyznamné
nelisila mezi hladov¢jicimi a kontrolnimi zvitaty (AR/LV: 38,5 + 3,1% a 42,3 + 4,8%).
Tento ukazatel svéd¢i pro uniformitu provadéni vySe popsané chirurgické procedury a
je vychodiskem pro vzajemnou porovnatelnost experimentalnich skupin. Velikost
infarktového loZiska (infarct size, 1S) dosahla v kontrolni skupiné 74,3 + 2,2 %
ohroZzené oblasti (area at risk, AR), zatimco u hladov¢jicich potkant byla hodnota

IS/AR statisticky signifikantné nizsi, tj. 48,5 + 3,3 % (Obr. 9).

Obrazek 9. Rozsah infarktového loziska
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Velikost infarktového loZiska vyjadiend jako procentudlni podil ohroZené oblasti
(IS/AR) u kontrolnich a hladovéjicich potkanii. Hodnoty vyjadreny jako primeér +
S.E.M. z 6 hladovéjicich a 5 kontrolnich zvirat. * P < 0.05.

4.2.3 Koncentrace ketolatek

Tiidenni hladovéni vedlo k statisticky signifikantnimu vzestupu koncentrace
BHB v myokardu na 15,58 + 2,56 mM/g ve srovnani s kontrolni skupinou (1,22 + 0,21
mM/g), pfitom koncentrace AcAc se mezi skupinami neliSila. Ackoliv pomér
BHB/AcAc se u hladovégjicich potkanii zvysil piiblizné Sestkrat, jeho rozdil nedosahl
statistické vyznamnosti vzhledem k vysoké variabilit¢ naméfenych hodnot (Obr. 10).

Vystaveni potkant regionalni ischémii myokardu bylo spojeno s trendem k dal§imu
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vzestupu koncentrace BHB v hladovéjici skupiné zvitfat ve srovnani s kontrolni
skupinou, zatimco koncentrace AcAc zlstala neménna u obou skupin. V dasledku byl
pomér BHB/AcAc po vystaveni epizodé regiondlni ischémie myokardu signifikantné

niz8i u hladovéjicich potkana (Obr. 10).

Obréazek 10. Pomér koncentrace betahydroxybutyratu a acetoacetatu
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Pomeér beta-hydroxybutyrat / acetoacetat (BHB/AcAc) v myokardu levé komory srdecni
u kontrolnich a hladovéjicich potkanii, pred a po 20 minutové epizode regionalni
ischemie myokardu. Hodnoty vyjadreny jako primeér + SSEM. z 9 — 11 zvirat v kazdé
skupine. * P < (.05 vs. kontroly.

4.3 Diskuze

Prezentovana studie demonstruje, ze kratkodobé hladovéni bez omezeni piijmu
tekutin omezilo rozsah akutniho infarktu myokardu navozeného epizodou regionalni
ischémie-reperfluze a vyznamné snizilo celkovy pocet predéasnych komorovych stahi
(PVCs) a celkovou délku trvani komorové tachykardie (VTD) v ¢asné reperfuzni fazi.
Kromé toho, hladovéni zvysilo pomér BHB/AcAc v myokardu reflektujici zménény
redoxni stav mitochondrii. NiZ8i koncentrace lipofilnich fluorescen¢nich pigmentu
(LFP) reflektuje snizenou produkei ROS pii kratkodobém hladovéni.

Konzistentn¢ s nasim pozorovanim, hladovéni potkant trvajici 24 hodin zlepsilo
poischemické obnoveni kontraktilni funkce levé komory srde¢ni a snizilo tvorbu
laktatdedydogenazy v modelu izolovaného srdce vystaveného globalni ischémii-
reperfizi (Marina Prendes M.G. et al., 2005). Srdce ptes noc (16 - 20 hod)
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hladovéjicich potkanii také vykazovala lepsi obnoveni kontraktilni funkce a zachovani
strukturni integrity mitochondrii po ischémii-reperfizi nez v ptipad¢ kontrolnich zvifat
(Doenst T. et al., 1996). Mimo to, tiidenni hladovéni se zachovanim pi#ijmu tekutin u
mySi bylo spojeno s protekci vuci ischemicko-reperfuznimu poskozeni ledvin,
srovnatelnou rozsahem s efektem 2-4 tydenni 30% dietni restrikce. Je zajimavé, Ze
funk¢ni protekce ledvin zplisobend timto kratkodobym hladovénim byla rychle ztracena
béhem né¢kolika hodin po opétovném zahajeni piijmu potravy (Mitchell J.R. et al.,
2010). To muize svéd¢it pro jiny mechanizmus této protekce nez pii dlouhodobé dietni
restrikci.

Ackoliv neni kardioprotektivni mechanizmus kratkodobého hladovéni doposud
zcela objasnén, zda se pravdépodobné, ze snizend produkce ROS a omezeni
oxidativniho poSkozeni hraje pfinejmensim céastecnou roli. Bylo prokazéano, ze v
myokardu potkani hladovéjicich 24 hodin je po ischémii-reperflzi vyssi pomér
GSH/GSSG a niZ8i hladina markert peroxidace lipidi nez u sytych zvifat (Marina
Prendes M.G. et al., 2009). Je bohata evidence, Ze déletrvajici rezimy dietni restrikce
také snizuji produkci ROS. Naptiklad, Bevilacqua et al. prokadzali u potkant
vystavenych 40% kalorické restrikci po dobu 2 tydniti az 6 mésicti niz§i produkci
peroxidu vodiku v mitochondriich kosternich svalt (Bevilacqua L. et al., 2004).
Podobny rezim (trvajici 6 tydnl) vedl ke snizeni produkce peroxidu vodiku v jaternich
mitochondriich u potkana (Gredilla R. et al., 2001). Judge et al. prokazali nizsi
produkci peroxidu vodiku v mitochondriich myokardu u potkanti vystavenych 10 — 40
% kalorické restrikci po dobu 2 mésicii v porovnani s normalné krmenymi zvitaty
(Judge S. et al., 2004). Rovnéz ttimesicni 40 % kaloricka restrikce potkant vedla k
pritomnosti niz§iho poctu vice efektivnich mitochondrii v myokardu, které produkovaly
méné peroxidu vodiku a menSimu oxidativnimu poSkozeni nez u standardn¢ krmenych
potkant (Colom B. et al., 2007). Klinickou relevanci vyse uvedenych dat z experimenti
se zvifaty podporuji mimo jiné i vysledky studie, ve které 8 tydenni intermitentni
hladovéni osob s nadvahou vedlo k vyznamnému snizeni marker oxidativniho stresu,
jako je 8-isoprostan nebo nitrotyrosin (Johnson J.B. et al., 2007).

Byl patrny vyznamny efekt tfidenniho hladovéni na redoxni stav mitochondrii,
posuzovany podle poméru BHB/AcAc. Zvysena produkce ketolatek a BHB/AcAc byla
detekovana také po dlouhodobém hladovéni (Laffel L., 1999). Tato data jsou v souladu
s konceptem reduktivniho stresu, ktery nicméné zlstava kontroverzni (Ghyczy M. a
Boros M., 2001, Lipinski B., 2002, Zhang X. et al., 2010). Nase vysledky zménéného
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mitochondridlniho redoxniho stavu svéd¢i pro klicovou roli mitochondrii v ziskani
tolerance myokardu vici ichemicko-reperfaznimu poskozeni.

Bylo prokazano, Ze podani exogenniho BHB omezilo rozsah infarku myokardu a
apoptozy navozené epizodou ischémie-reperfuze u potkant (Zou Z. et al., 2002).
Vzhledem k roli ketolatek v kardioprotekci navozené hladovénim muze byt zajimavé
srovnani s ¢asnymi stadii diabetu mellitu. Chen et al. pfi studiu vlivu streptozotocinem
navozené¢ho diabetu u potkanli na metabolizmus myokardu pozorovali vyznamnou
tyden po navozeni diabetu byl u potkanti vystavenych ischémii-reperflzi myokardu
rozsah infarkového loZiska mensi nez u kontrolni skupiny zvifat (Ravingerova T. et al.,
2003). Nelze tedy vyloucit, ze kratkodobé hladovéni a Casna stadia experimentalné
navozené¢ho diabetu mohou plisobit, pfinejmensim zcasti, podobnym mechanizmem,
pravdépodobné zavislym na ketolatkach, vedoucim ke zlepSeni ischemické odolnosti
myokardu.

Kratkodobé hladovéni zvitat, piijimajicich pouze tekutiny, je pravdépodobné
spojeno take se stresem, ktery muze vést k preconditioningu myokardu vici naslednym
stresovym situacim v¢etné ischémie-reperfuze. Protekce myokardu navozena
hladovénim muze nicméné byt stejné ucinna jako ischemicky preconditioning (Doenst
T. et al., 1996). Muzeme napiiklad spekulovat, ze tolerance hladovéjicich zvifat vuci
ischémii je spojena se zvySenou sympatickou stimulaci a ochrannou signalizaci pomoci
katecholaminti. Schopnost katecholamin plsobit preconditioning viaci ischémii-
reperfuzi byla v minulosti popsana (Lochner A. et al., 1999, Ravingerova T. et al.,
1995).

Nase vysledky ukazuji, Ze tfidenni hladovéni efektivné chrani myokard potkant
vaci dvéma hlavnim nasledkim akutniho ischemicko-reperfuzniho poSkozeni: infarktu
myokardu a reperfuznim komorovym arytmiim. Tyto pfiznivé ufinky mohou byt
spojeny se zménénym redoxnim stavem mitochondrii, zplisobenym zvySenou tvorbou

ketolatek a ndslednym snizenim produkce reaktivnich forem kysliku.

20



S5 Zavéry

Hypoxicka plicni vazokonstrikce, jako dulezity fyziologicky mechanizmus, je
regulovana zménami produkce a interakci reaktivniho forem kysliku. Pietrvava nicméné
kontroverze, je-li hypoxickd plicni vazokonstrikce regulovana vzestupem nebo
poklesem v produkci reaktivnich forem kysliku. Rovnéz role oxidu dusnatého zistava
nejasna. Prezentované vysledky ukazuji, Ze sniZeni koncentrace superoxidu pomoci
mimetika superoxiddismutdzy tempolu vede k omezeni hypoxickeé plicni vazokonstrikce

nezavisle na produkci oxidu dusnatého i bazalnim tonu plicnich cév.

Nase vysledky dale ukazuji, ze tfidenni hladovéni efektivné chrani myokard
potkanti vi¢i dvéma hlavnim nasledkim akutniho ischemicko-reperfizniho poskozeni:
brani vzniku zavaznych reperfuznich komorovych arytmii a omezuje rozsah infarktu
myokardu. Tyto pfiznivé U€¢inky mohou byt spojeny se zménénym redoxnim stavem
mitochondrii, zpiisobenym zvysSenou tvorbou ketolatek a naslednym snizenim produkce
reaktivnich forem kysliku. Rtzné formy kalorické restrikce maji protektivni G¢inek na
ischemicky myokard, zprostfedkovany omezenim produkce reaktivnich forem kysliku.
Uprava diety u nemocnych s ischemickou chorobou srde¢ni tak miize mit pozitivni

efekt nejen svym ucinkem na proces aterosklerdzy.
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